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摘要 : 脱落 酸 CAbscisic acid, ABA) 激素 是 一 类 重要 的 生长 调节 物质 ， 参 与 调控 植物 的 多 
种 生理 过 程 。 花 青 素 (Anthocyanins) 是 植物 次 生 代 谢 产生 的 类 黄酮 化 合 物 ， 对 植物 的 生长 
发 育 和 逆境 胁迫 响应 有 着 重要 的 作用 。 最 近 几 年 , 关于 花 青 素 生 物 合成 的 转录 因子 及 合成 栈 
基因 己 有 较 多 研究 ,然而 控制 其 合成 的 信号 物质 及 作用 机 制 仍 有 待 深 入 探究 。 本 文 以 拟 南 芥 
(Arabidopsis thaliana) 为 对 象 探 讨 了 ABA 信 和 号 对 花 青 素 生 物 合成 的 调控 功能 和 作用 机 制 。 实 
验 结果 表明 外 源 施 加 ABA 显 著 提 高 野生 型 幼苗 茎 尖 中 花 青 素 的 积累 。 相 一 致 的 ，ABA 能 诱 
导 某 些 与 花 青 素 合成 相关 的 转录 因子 及 合成 酶 基因 的 表达 。 此 外 ， 遗 传 学 分 析 发 现 ABA 诱 
导 花 青 素 合 成 部 分 依赖 于 MBW 复 合体 中 的 核心 转录 因子 ， 如 TTG1、TT8 及 MYB75 等 。 初步 
机 制 研究 揭示 ABA 信 号 途径 中 的 bZIP 类 转录 因子 ABI5 能 与 TTG1、TT8 及 MYB75 等 相互 作用 
形成 蛋白 复合 物 。 综 上 所 述 ， 该 研究 认为 ABA 信 号 诱导 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 的 积累 ， 并 可 


能 通过 ABI5 与 MBW 复 合体 协同 作用 调控 花 青 素 的 合成 。 
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Abstract: Abscisic acid (ABA) is a critical phytohormone and widely modulates various 
biological processes in plants. Anthocyanins are flavonoids produced by plant secondary 
metabolism and play crucial roles in plant growth and stress responses. Recently, several 
transcription factors and synthetase genes involved in anthocyanins biosynthesis have been well 
studied; however, the upstream regulatory signals mediating their synthesis remain to be further 
explored. In this study, we investigated the function and mechanism of ABA in the control of 
anthocyanin biosynthesis. Phenotypic analysis showed that exogenous application of ABA 
significantly increased the accumulation of anthocyanins in the stem ends of wild-type 
Arabidopsis seedlings. Consistently, ABA induced the expression of certain transcription factors 
and synthetase genes associated with anthocyanin synthesis. In addition, genetic analysis revealed 
that ABA-stimulated anthocyanin synthesis is partially dependent on core transcription factors in 
the MBW complex that positively regulates anthocyanin synthesis, such as TTGI, TT8, and 
MYB75. Preliminary mechanism studies revealed that the bZIP-type transcription factor ABIS in 
the ABA signaling pathway physically interacts with TTG1, TT8 and MYB75 to form a protein 
complex. Taken together, this study shows that ABA signaling induces anthocyanin accumulation 
in Arabidopsis seedlings and may regulate the synthesis of anthocyanins by synergizing the ABIS 


with the MBW complex. 
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花 青 素 是 植物 次 级 代谢 产生 的 一 类 水 溶性 天 然 色 素 , 属于 类 黄酮 化 合 物 , 在 食品 营养 和 


医药 保健 中 具有 了 


要 的 应 用 价值 (Peiffer et al, 2016; Wei etal，2018) 。 它 广泛 存在 于 被 


子 植物 中 ,是 植物 生长 过 程 中 形成 的 重要 成 分 。 综 合 研 究 表明 ， 花 青 素 在 提高 植物 的 耐 逆境 


胁迫 能 力 方 面 也 发 挥 重要 作用 , 对 植物 的 生长 繁殖 及 对 环境 的 适应 有 重 


意义 (Rowan et al, 


E: 
2009; Fan etal, 2016; Liang and He, 20180 。 参 与 花 青 素 合 成 途径 的 基因 可 分 为 结构 基因 


和 调控 基因 两 类 。 


成 基因 (如 DER. 


结构 基因 包括 早期 生物 合成 基因 (如 CHS. CHI 和 F3H) 和 晚期 生物 合 


ANS 和 UF3GT) (Tanaka et al, 2008; Zhang & Schrader, 2017) 。 目 前 


大 量 的 研究 发 现 参与 伦 青 素 合成 的 调控 基因 主要 编码 MYB, bHLH 和 WD40 ZG 4& A (Deng 


& Lu, 2017; Ma 


Æ A PAP2/MY B9 


etal, 2013; Shin 


& Constabel, 2019) . PAPI 为 R2R3 MYB 家 族 成 员 MYB75$， 它 与 同 源 


0 协调 正 调节 花 青 素 合 成 相关 基因 的 表达 ,如 PAL.CHS 和 DFR 等 (Maier 


etal, 2015) 。 此 外 ，Gonzalez 等 证 明了 MYB113 或 MYB114 的 过 表达 也 


导致 拟 南 芥 花 色素 的 显著 增加 (Gonzalez et al, 2008) 。TT8、GL3 和 EGL3 蛋白 属于 bHLH 


家 族 的 转录 因子 ， 


al, 2004; Escaray 


均 与 玉米 的 R 转录 因子 同 源 ， 正 调控 拟 南 芥 花 青 素 的 生物 合成 (Baudry et 


etal, 2017) 。TTG1 属于 WD40 和 蛋白 家 族 成 员 的 PACI 进化 校 , FÆ 1981 


年 就 被 报道 能 控制 种 皮 颜 色 、 花 青 素 积累 、 种 子 粘 液 和 根 毛 发 育 等 (Koornneef，1981) 。 


MYB., bHLH 和 WD40 调控 因子 通常 形成 三 元 MBW 复合 物 发 挥 调 节 作 用 ， 直 接 调控 花 青 


素 合 成 基因 的 表达 ， 如 DFR, BAN. LDOX, TTI2. TTI9 和 AHA410 CXuetal, 2014) 。 深 


入 研究 花 青 素 生 物 合成 途径 及 调控 信号 有 助 于 人 们 理解 植物 的 相关 生理 机 制 , 对 改良 植物 和 9 


HH 


长 状况 ， 提 高 作物 经 济 效益 上 共有 潜在 应 用 意义 。 
近年 来 ,植物 激素 调控 花 青 素 的 生物 合成 得 到 广泛 关注 。 例 如， 通过 施加 外 源 激素 可 激 


活 或 抑制 花 青 素 合成 相关 基因 的 表达 来 控制 水 果 中 人 花 青 素 的 积累 (Shen et al, 2014; Chen et 


al，2016) 。ABA 激 素 是 植物 体内 重要 的 生长 调节 物质 之 一 ， 它 广泛 参与 调控 植物 的 各 种 生 
理 过 程 ， 如 胚胎 发 育 、 种 子 休眠 与 萌发 、 幼 苗 生 长 、 根 系 发 育 、 果 实 成 熟 、 叶 片 衰老 ， 以 及 


对 干旱 、 高 盐 、 


高 渗透 压 和 低温 等 逆境 胁迫 的 应 答 反 应 ( Nakashima & 


Yamaguchi-Shinozaki, 2013; Dejonghe et al, 2018; Brunetti etal, 2019) 。ABA 信 号 


途径 关键 转录 因子 ABIS 属 于 bZIP 家 族 成 员 ， 可 被 SoORK2 激 酶 磷酸 化 ， 主 要 参与 调控 植物 的 


种 子 萌发 及 萌发 后 生长 等 过 程 CYuetal, 2015; Panetal, 2018) 。 近 年 研究 发 现 ，ABA 激 


素 能 够 促进 某 些 植物 果实 中 花 青 素 的 合成 和 积累 (Hiratsuka et al, 2001; Jiang & Joyce 2003; 


Shen et al, 2014; 


a 


An etal, 2018) 。 尽 管 已 有 上 述 研 究 发 现 ， 但 是 目前 关于 ABA 调 控 拟 南 


花 青 素 合成 的 生物 学 功能 及 分 子 机 制 仍 不 清楚 。 本 研究 以 拟 南 芥 为 实验 材料 , 进一步 探究 


PLT AAV A 4/0 BAI! 
ChinaxivG fERRTIJ 


了 ABA 对 植物 花 青 素 合成 的 分 子 机 制 。 本 研究 发 现 ， 野 生 型 拟 南 芥 植物 在 不 同 浓度 ABA 处 


理 时 幼苗 茎 尖 花 青 素 的 积累 明显 增多 ， 且 与 ABA 浓 度 的 变化 呈正 相关 。 实 时 荧光 定量 PCR 


= 


(qRT-PCR) 实验 进一步 验证 了 ABA 处 理 能 够 导致 XODXY、DFR 和 VF3G7 等 花 青 素 合成 结构 
基因 的 表达 量 升 高 ， 并 且 随 着 ABA 浓 度 的 增加 呈 递 增 趋势 。 进 一 步 研究 发 现 ，ABA 促 进 花 
表 素 的 合成 可 能 部 分 依赖 于 MBW 复 合体 中 的 核心 转录 因子 ， 如 TTG1、TT8 及 MYB75 等 。 和 蛋 
白 相 互 作 用 实验 发 现 MYB75、MYB113、TT8 和 TTG1 等 蛋白 能 与 ABIS 转 录 因 子 相 互 作用 ， 
从 而 在 分 子 水 平 证 明了 ABA 信 号 途径 与 花 青 素 合成 之 间 的 内 在 联系 。 综 上 所 述 ， 本 研究 初 
步 揭示 了 ABA 激 素 信 号 调控 拟 南 芥 幼苗 花 青 素 合成 的 分 子 机 制 。 


lu 


1. 材料 与 方法 
1.1 材料 和 植物 生长 条 件 

所 有 突变 体 都 是 野生 型 拟 南 芥 Columbia-0 遗 传 背景 ， 突 变种 子 好 -7 、myb-RNAi 和 
pap1-D 由 杨 洪 全 教授 友情 提供 。 在 实验 研究 中 ， 将 野生 型 拟 南 芥 种 子 与 突变 体 种 子 118-7、 
myb-RNAi 和 和 pap1-D 用 20% 的 84 消 毒液 漂白 8 分 钟 进行 表面 灭 菌 ， 然 后 播种 在 含有 0.6% 琼 脂 


和 1% 芒 糖 的 /2 MS 培 养 基 上 (pH 5.8) ， 并 在 4*C 春 化 24 小 时 后 置 于 22" 的 长 日 照 条 件 下 生 


长 (光照 /黑暗 : 16 h/8 h) 。 实 验 所 用 ABA 激 素 从 Sigma-Aldricn 公 司 购 买 ，Taq DNA RAM 


购 自 Takara Biotechnology 公 司 ， 其 他 常用 试剂 购 自 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 。 


12 ABA 处 理 
e 为 了 观测 ABA 处 理 下 植物 花 青 素 积累 的 变化 情况 , 参考 An 等 的 实验 方法 (An et al, 2018) 
， 将 拟 南 芥 种 子 播种 在 添加 不 同 浓度 〈0、0.25、0.5 和 0.75 hmolL-1) ABA 的 12 MS 琼脂 培 
养 基 上 ，4C 春 化 24 小 时 后 置 于 长 日 照 条 件 下 ， 并 在 22'C 生 长 6~12 天 ， 观 测 幼苗 花 青 素 积累 
情况 并 取样 用 电子 显微镜 拍照 。 每 个 样品 用 ABA 处 理 分 析 的 生物 重复 不 少 于 三 个 ， 并 且 每 


个 试验 重复 不 少 于 三 次 。 


1.3 花 青 素 含量 的 测定 


根据 Laby 等 人 的 方法 进行 花 青 素 含 量 测 定 ， 将 含有 0.25 hmolLIABA 的 1/2 MS 琼脂 培养 
基 上 生长 的 7 天 龄 的 幼苗 ， 包 括 野 生 型 植株 Col， 突 变 体 植 株 pap1-D、myb-RNAi 和 t8 在 电 
子 天 平 取样 称 重 W (g) 后 加 入 1 ml 盐酸 甲醇 提取 物 〈 甲 醇 :盐酸 体积 比 为 99:1) , TEA'CAR IE 


下 并 保持 在 暗 处 振荡 24 小 时 。13000rpm 离 心 10 分 钟 ， 取 浸出 液 分 别 在 530 nm 和 657 nm 波长 


处 讽 


c 


"i 


量 吸 光度 〈OD 值 )， 则 花色 素 昔 的 相对 含 生 


Xie etal，2016) 。 试 验 至 少 重 复 三 次 。 


1.4 RNA 提 取 和 qRT-PCR 


如 Hu 等 人 所 述 ， 使 


引物 的 M-Mu LV 逆转 录 酶 (Fermentas, EU) ， 在 20 UL 反应 体积 中 1 


EH AX (A530-0.25X A657) g1FW 计 算 ( 


J Trizol] (Invitrogen) 从 拟 南 芥 幼苗 中 提取 总 RNA 后 逆转 录 成 


cDNA 后 进行 定量 实时 PCR (qRT-PCR) 。 简 而 言 之 ， 第 一 链 cDNA 使 


JAA oligo (dT) 18 


1.5 ug DNA 酶 处 理 的 


RNA 合 成 。 根 据 制造 商 的 说 明 ， 使 用 2 XSYBR Green I master mix 在 Roche Light Cycler 480 


实时 PCR 仪 上 进行 RT-PCR (Hu etal, 2014) 。 在 该 实验 中 ， 拟 南 章 4CTIN2 基 因 用 作 基 


TN 


表达 的 内 参 基因 。 每 个 相 


品 用 于 qRT-PCR 分 析 的 生物 学 


E 复 至 少 三 个 , 并且 对 每 个 生物 学 : 


H 


1mi 
pu 


复 分 析 至 少 有 两 个 技术 重复 。 用 于 检测 转录 物 的 基因 特异 性 引物 见 表 1。 


表 1 


qRT-PCR 引物 


Table 1. Primers of qRT-PCR 


因 名 称 Gene Name 正 向 引物 Forward Primer 


m 


有 反 疝 引物 Reverse Primer 


DFR CTTCTTATACGAACAAGCAGCC 
UF3GT CGAGACCATTTTCCGTACAATC 
LODX CTGATTCGATTGTGATGCACAT 
MYB75 GAAAAAGAGAGACATTACGCCC 
TTGI TTCCTTCGATTGGAACGATGTA 
TT8 ACTAAAGATAAGAGGCTACCGC 
MYB90 ACTCAAGAAAAATAATGTTTGTGAAAA 
MYB113 ATAAAAATAGTTGCAACGATGTCAA 
MYBI14 ACTCAAGAAAAATAATGTTTGTGAAAA 
HYS GTCAAAGGAAGCGAGGGAGGAC 
GL3 AGAAGGTGTCGGTTAACAATGTTG 
EGL3 ATGTGAATGTAGGAGAAGATGAACCA 
PAL CCATAAGATTGGAGCTTTCGAG 
C4H AAACAACCCCAACAGCTGGAA 
4CL AGGTTTTCAGGTAGCTCCGG 
F3H GCCATTTTTTGAGCAATGGG 
TT2 CTTCTCTTCTCGGATCTCTCTCTIC 


TGAAGGTACGTTATATTCGGGG 
CTAGAGGCGTCTTAGCTAACTC 
ACAATCTTATCCTTTGGGGGTT 
ATTAACGTCAACTTTTGGTGGG 
GCAAGTCTTAACAAAGGCGTAT 
ATGATTTACGTACGCAATGGTG 
AGGAACAATCGCATCAGCTTCT 
TGCTGTTTCCGTAGCTTCTGG 
CACGGTTCATGCTTCTTACTCAGA 
TGAGCTGAAACTCTGTTCCTCAA 
CCGATCCTTAAATTATCGGTTAAAC 
TGACAGTTAAGCAGAGTAAACCGTC 
GCCGTGAAAACCTTGTCGAA 
CACTTTAGACTGTCCTGGAGGAGG 
AGTGAAGAACACTTTGTTGATTCTCTT 
TGAGGCGAGCAAGCTCCA 


ATTACCTTGAGCAGGAACCAACT 


1.5 酵母 双 杂 交 实 验 〈Y2H) 
ABIS 的 CDs 全 长 为 1326bp， 编 码 442 个 氨基 酸 。 为 了 验证 ABIS 和 蛋白 与 花 青 素 合 成 相关 和 蛋 


白 的 互 作 关系 , 将 ABI5 的 全 长 序列 克隆 到 pGBKT7 构 建 质粒 BD-ABI5, 并 参考 Chen 等 人 构建 


分 段 质粒 : BD-ABIS"'€, BD-ABIS!672, BD-ABIS!622, BD-ABI5?2!349 fll BD-A BI53°0-442 


(Chen etal, 2012) 。 而 将 花 青 素 合成 相关 促进 因子 的 编码 序列 克隆 到 载体 5pGADT7 中 构 得 


> 


质粒 AD-MYB75、AD-MYB9%0、AD-MYB113、AD-MYB114、AD-TT8 和 AD-TTG1; 同样 参 


考 Xie 等 人 的 方法 分 别 将 其 分 段 为 N 端 和 C 端 : MYB75 的 第 1~122 个 氨基 酸 为 N 端 ， 第 123~249 


个 氨基 酸 为 C 端 ， 构 建 分 段 质粒 AD-MYB75-N 和 AD-MYB75-C;， MYB113 的 第 1~123 个 氨基 


酸 为 N 端 ， 第 124~247 个 氨基 酸 为 C 端 ， 构 建 分 段 质粒 AD-MYB113-N 和 AD-MYB113-C; TT8 


的 第 1~358 个 氨基 酸 为 N 端 ,第 359~519 个 氨基 酸 为 C 端 ,构建 分 段 质粒 AD-TT8-N 和 AD-TT8-C; 


TTG1 的 第 1~174 个 氨基 酸 为 N 端 ， 第 17$~342 个 氨基 酸 为 C 端 ， 构 建 分 段 质粒 AD-TTG1-N 和 
AD-TTGI-C (Xie etal, 2016) 。 将 融合 于 不 同 载体 的 用 于 酵母 双 杂 交 实 验 。 本 研究 中 用 于 
构建 各 种 克隆 的 引物 见 表 2。 


表 2 各 种 表达 载体 构建 引物 


Table 2. Primers used for generating various clones 


载体 名 称 Plasmid Name 1EIR 4|4 Forward Primer 反问 引物 Reverse Primer 
AD-MYB90 GATTACGCTCATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG ACCCGGGTGGAATTCCTAATCAAGTTCAACAGTCTCTCCATC 
AD-MYBll4 | GATTACGCTCATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG ACCCGGGTGGAATTCCTAAAAAATATCGACTTTTTGGGC 
AD-MYB75 GATTACGCTCATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG ACCCGGGTGGAATTCCTAATCAAATTTCACAGTCTCTCCATC 
AD-MYB75-N  GATTACGCTCATATGATGGAGGGTTCGTCCAAAGG ACCCGGGTGGAATTCCTTTTTCATCTTTATCTTACAACACGG 
AD-MYB75-C | GATTACGCTCATATGAAACATGAACCGTGTTGTAAGATAAAG ACCCGGGTGGAATTCCTAATCAAATTTCACAGTCTCTCCATC 
MYB75-nYFP ATAGGATCCATGGAGGGTTCGTCCAAAGG ATATCTAGAATCAAATTTCACAGTCTCTCCATCG 
AD-MYB113 GATTACGCTCATATGATGGGCGAATCACCCAAAG | ACCCGGGTGGAATTCCTAATTCAGTTCTAAAGTCTCTTCATCAAA 
AD-MYB113-N GATTACGCTCATATGATGGGCGAATCACCCAAAG ACCCGGGTGGAATTCGTTTATCATCTTCGTCTTACAGCATC 


AD-MYB113-C GATTACGCTCATATGAAGCACGATGAACGATGCTGTA | ACCCGGGTGGAATTCCTAATTCAGTTCTAAAGTCTCTTCATCAAA 


MYBI13-nYFP ATAGGATCCATGGGCGAATCACCCAAAG ATATCTAGAATTCAGTTCTAAAGTCTCTTCATCAAAC 


GAD-TT8 | GAGGCCAGTGAATTCATGGATGAATCAAGTATTATTCCGG GAGCTCGATGGATCCCTATAGATTAGTATCATGTATTATGACTTGGTG 


GAD-TT8-N GAGGCCAGTGAATTCATGGATGAATCAAGTATTATTCCGG GAGCTCGATGGATCCCGGTAGCCTCTTATCTTTAGTGTTGT 


GAD-TT8-C GAGGCCAGTGAATTCGTGAAAACGGCGCCGTC  GAGCTCGATGGATCCCTATAGATTAGTATCATGTATTATGACTTGGTG 


TT8-nYFP ATACTCGAGATGGATGAATCAAGTATTATTCCGG ATACTCGAGTAGATTAGTATCATGTATTATGACTTGGTGG 


GAD- TTGI GATTACGCTCATATGATGGATAATTCAGCTCCAGATTCG ACCCGGGTGGAATTCTCAAACTCTAAGGAGCTGCATTTT 


GAD- TTGI-N 


GAD- TTGI-C 


TTGI-nYFP 


GUS- nYFP 


GUS- cYFP 


BD-ABI5 


BD-ABI5!164 


BD-ABI5 165-220 


BD-ABI5 165-442 


BD-ABI5221349 


BD-ABIS35044 


ABIS-cYFP 


GATTACGCTCATATGATGGATAATTCAGCTCCAGATTCG 
GATTACGCTCATATGGATAAAGAGGTTCATGACATTGCTT 
ATATCTAGAATGGATAATTCAGCTCCAGATTCG 
CGCGGATCC ATGGTCCGTCCTGTAGAAAC 
GCTCTAGA ATGGTCCGTCCTGTAGAAAC 
ATAGAATTCTCAGAGCGAGAAGTAGAGTCGTCC 
ATAGAATTCTCAGAGCGAGAAGTAGAGTCGTCC 
ATAGAATTCCATAGAGGTGGTGGTAGCGGTAAT 
ATAGAATTCCATAGAGGTGGTGGTAGCGGTAAT 
ATAGAATTCCCCACTAATCCTAAACCTAATCCAAA 
ATAGAATTCCCAGTGGAGAAAGTAGTGGAGAGAA 


ATAGAGCTCATGGTAACTAGAGAAACGAAGTTGACG 


1.6 双 分 子 荧光 互补 实验 (BiFC Assays) 


ACCCGGGTGGAATTCATGAGCTATAAGCTGAGTCTCAACAAC 
ACCCGGGTGGAATTCTCAAACTCTAAGGAGCTGCATTTT 
ATATCTAGAAACTCTAAGGAGCTGCATTTTGTTAG 
GCTCTAGA TCATTGTTTGCCTCCCTGCT 
CGCGGATCCTCATTGTTTGCCTCCCTGCT 
ATAGGATCCTTAGAGTGGACAACTCGGGTTCC 
ATAGGATCCTTATATCTCAGACCAAACCTCATCAACAG 
ATAGGATCCTTAATGTTCTCTAACCACACCAGCCTT 
ATAGGATCCTTAGAGTGGACAACTCGGGTTCC 
ATAGGATCCTTAACCATCCACTACTCTTTTCCTTCC 
ATAGGATCCTTAGAGTGGACAACTCGGGTTCC 


ATAGGATCCGAGTGGACAACTCGGGTTCCTC 


将 173 个 氨基 酸 N 末 端 增强 的 YFP (CnYFP) 和 64 个 氮 基 酸 C 末 端 片段 CcYFPO 的 cDNA 


序列 进 


2008 ) 


1T PCR43 383 


。 将 ABIS 的 编 


克隆 到 pFGC5941 中 以 分 别 产 生 pFGC-nYFP 和 pFGC-cYFP (Kim et al., 


码 序列 融合 于 pFGC-cYFP 中 构建 质粒 ABI5-cYFP， 而 MYB75、MYB90、 


MYB113、MYB114、TT8 和 TTG1 的 编码 序列 引入 pFGC-nYFP 以 与 YFP 形 成 N 末 端 框 内 融合 。 


将 得 到 的 质粒 导入 根 癌 土壤 杆菌 (菌株 GV3101)〉 中， 如 Hu 等 所 述 进行 烟草 温润 (Hu et al, 
2014) ， 将 不 同 质 粒 融 合 注 射 烟草 叶片 ， 常 温 放置 于 上 暗 处 48 小 时 后 用 荧光 染料 染色 ， 撕 取 注 


射 叶片 部 分 叶肉 组 织 涂 片 , 在 


和 DAPI 荧 光 。 本 实验 中 月 
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ABA 促 进 拟 南 草 幼苗 中 花 青 素 的 积累 


(Olympus, Tokyo, Japan) 下 观察 YFP 


于 构建 各 种 克隆 的 引物 见 表 2。 


为 了 探 完 ABA 激 素 调控 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 积累 的 生物 学 功能 ， 本 研究 将 Columbia 生 
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幼苗 《〈 光 下 生长 6 天 ) 中 的 花 青 素 含量 。 结 果 显 示 ， 野 生 型 幼苗 在 不 含 ABA 的 1/2 MS 板 上 花 
青 素 含量 最 低 ， 在 含 0.75 umo-L! ABA 板 上 的 花 青 素 含 量 最 高 ， 随 着 ABA 浓 度 增加 花 青 素 
含量 增多 (图 1B)。 测 量 结 果 与 观察 到 的 花 青 素 积累 表 型 趋势 一 致 。 以 上 结果 表明 外 源 ABA 
处 理 能 促进 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 的 生物 合成 , 从 而 促进 其 在 植物 体内 的 积累 , 并 且 随 着 ABA 
浓度 的 增加 呈 递 增 趋势 。 


花 青 素 含量 
Anthocyanin accumulatio 
(A530-0.25 X A657)/g FW 

N ù A OT O ~ o 


0'0 025 05 075 


"T > 脱落 酸 浓 度 Cumol-L!) 
光照 后 生长 时 间 GR) Concertration of ABA 
Time after illumination 


1 _ ABA 诱 导 野 生 型 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 的 合成 。 显 著 差 异 基于 Student's t 检 验 :*, P «0.05; 


**, P «0.01. 
Fig. 1 ABA stimulates anthocyanin synthesis in wild-type Arabidopsis seedlings. Significant 


differences were based on Student's t-test: *, P < 0.05; **, P < 0.01. 


2.2 ABA 诱 导 花 青 素 合成 相关 基因 的 表达 


既然 ABA 能 够 诱导 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 的 合成 《图 1) ， 那 么 ABA 是 否 调控 花 青 素 合成 


相关 基因 的 转录 表达 呢 ? PAL. C4H, 4CL. CHS, CHI. F3H, DFR, LODXTIUF3GTA5 SE 


花 青 素 合成 的 关键 结构 基因 , MYB75. MYB90. MYB113. MYBI14. TT8. GL3、 EGL3、 TTGI 、 


已 5 和 772 是 控制 结构 基因 表达 的 重要 调节 基因 ， 它 们 都 参与 花 青 素 合 成 途径 的 重要 酶 促 反 
应 , 它们 的 表达 量 上 升 均 能 导致 拟 南 芥 花 青 素 的 合成 途径 被 激活 ， 从 而 使 得 植物 体内 的 花 青 


素 含 量 上 升 (Dubos etal, 2008; Gonzalez et al，2008; Petroni & Tonelli, 2011) 。 为 了 分 
析 ABA 是 否 影 响 上 述 花 青 素 合成 相关 基因 的 表达 ， 我 们 对 不 同 浓度 ABA 诱 导 处 理 的 野生 型 
幼苗 进行 总 RNA 提 取 ， 逆 转录 成 cDNA 后 进行 9RT-PCR 实 验 ， 检 测 了 上 述 所 有 人 花 青 素 合成 结 
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构 基 因 和 调控 基因 的 相对 表达 量 。 结 果 显 示 ， 在 ABA 处 理 的 植物 中 ，C4H、DFR、LODX 利 
UF3GT 等 花 青 素 结构 基因 的 表达 显著 增加 ， 并 且 随 着 ABA 浓 度 增加 呈正 相关 关系 (图 2) 。 


KZ 4h, MYB75. MYB90. TT8. GL3. EGL3. TTG1. TT252HYS^5 s iA RIAL 


也 受 ABA 的 诱导 (图 2) 。 上 述 实验 结果 说 明 ，ABA 激 素 能 够 通过 上 调 某 些 花 青 素 合成 相关 


基因 的 表达 水 平 来 诱导 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 的 合成 。 


0.75 


0.75 


c 1% 180 20 40 
o 
E 120 150 UF3GT " 32 
喇 出 100 120 
Hoe 12 24 
. 80 
KS 90 
Ro” d 8 16 
mz 40 
& 30 E 8 
© 20 
m o 0 0 0 
0 025 05 075 0 025 05 075 0 025 05 075 0 025 05 075 
m. 5 2 6 
2 
D 12 4 1.6 5 MYB90 
Oe o 4 
Kao 3 1.2 
x 
RD 3 
长 o 6 2 0.8 
Tg 3 1 0.4 4 
d 
0 0 0 0 
0 025 0.5 075 0 025 05 075 0 025 05 075 0 025 05 
g 3.6 7.5 3 2.5 
9 3 6 2.5 2 
ae © 24 2 
Ho. 4.5 1.5 
RG 18 15 
- 3 1 
E 9 1.2 1 
va 
& 1.5 0.5 
2 0.6 0.5 
0 0 0 0 
0 025 05 075 0 025 05 075 0 025 05 075 0 025 05 
脱落 酸 浓度 〈hmol'L1 ) 
Concertration of ABA 


2 ABA 诱导 拟 南 芥 花 青 素 合 成 相关 基因 的 表达 


Fig. 2 ABA induces expression of anthocyanin synthesis related genes in wild-type Arabidopsis 


seedlings 


2.3 ABA 诱 导 花 青 素 的 合成 部 分 依赖 于 MYB75 和 TT8 调 节 和 蛋白 
基因 表达 分 析 结 果 显 示 ，ABA 激 素 能 够 诱导 MYB75 和 7T7T8 等 花 青 素 合 成 相关 调节 
表达 (图 2〉 。 因 此 ， 本 研究 进一步 通过 遗传 学 实验 分 析 了 ABA 促 进 花 青 素 的 合成 是 


基因 的 
否 依赖 


于 上 述 调节 和 蛋白 的 正常 功能 。 我 们 收取 同一 批 次 的 Columbia 生 态 型 背景 野生 型 种 子 , WER 


umol L! ABA FEA 1/2 MS 培养 基 上 。 如 图 3A 所 示 ， 光 下 生长 6 天 的 野生 型 植物 幼苗 


缺失 突变 体 种 子 myb-RNAi 和 tt8， 以 及 花 青 素 合成 增强 的 植物 种 子 pap1-D， 播 种 到 具有 0.25 


二 AI E 
全 大 于 
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浅 紫 色 ， 而 突变 体 植株 mybp-RNAi 和 1t8 的 幼苗 没有 明显 的 颜色 改变 ， 整 个 茎 尖 以 及 叶片 都 为 
绿色 ; 相反 ，pap1-D 植 物 茎 尖 的 颜色 明显 比 野 生 型 植物 更 深 。 为 了 进一步 验证 该 结果 ， 本 
研究 测量 了 相关 植物 中 的 花 青 素 含量 。 结 果 表 明 ， 突 变 体 植株 myb-RNAi 和 tt8 在 0.25 和 0.5 
hmolL1ABA 浓 度 的 1/2 MS 培养 基 上 的 花 青 素 含量 明显 比 野 生 型 植物 低 ， 而 pap1-D 植 株 的 花 
青 素 含量 显著 高 于 野生 型 植物 中 的 (图 3B ) 。 进 一 步 分 析 发 现 , 野生 型 植物 在 0.5 umol-L! ABA 
浓度 的 1/2 MS 培 养 基 上 花 青 素 与 0 hmolLIABA 浓 度 的 1/2 MS 培 养 基 上 花 青 素 的 比值 ， 显 著 
高 于 突变 体 植株 myb-RNAi 和 tt8 相 对 应 的 比值 (图 3C，〉。 此 外 ， 本 研究 还 检测 了 花 青 素 合成 
相关 结构 基因 (如 DFR、LDOX 和 UF3GT) 的 表达 量 。 我 们 提取 了 0 和 0.5 ymol L! ABAH 
的 野生 型 植物 以 及 相关 突变 体 植物 的 总 RNA， 逆 转录 成 cDNA 后 进行 9GRT-PCR 实 验 ， 检 测 了 
它们 的 相对 表达 量 。 分 析 结 果 显 示 ， 在 ABA 处 理 的 情况 下 ，DFR、LODX 和 UF3GT 在 突变 体 
植株 myb-RNAi 和 tt8 中 的 相对 表达 量 明显 较 在 野生 型 植物 低 , 而 在 pap1-D 植 株 中 的 相对 表 
达 量 明显 较 在 野生 型 植物 高 (图 3D) 。 综 上 所 述 ， 该 文 认为 ABA 促 进 拟 南 芥 幼苗 花 青 素 的 
合成 部 分 依赖 于 MYB75 和 TT8 等 调节 蛋白 的 正常 功能 
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3 ABA 诱导 拟 南 芥 花 青 素 的 合成 部 分 依赖 于 TT8 和 MYB75 等 转录 因子 。 显 著 差 异 基 


201910.00037v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


于 Student's t 检验 : *, P<0.05; **, P«0.01l. 
Fig. 3 The ABA-induced anthocyanin synthesisinArabidopsis seedlings is dependent on TT8 and 
MYB75 transcription factors. Significant 


differences were based on Student's t-test: *, P< 0.05; **, P< 0.01. 


2.4 MYB75、TT8 和 TTG1 和 蛋白 与 ABI5 转 录 因 子 相互 作用 

ABI5 转 录 因 子 是 ABA 信 号 转 导 途径 中 的 核心 转录 因子 之 一 ， 参 与 调控 植物 种 子 彰 发 以 
及 幼苗 的 生长 发 育 过 程 。 为 了 探究 ABA 激 素 调控 拟 南 价 幼 苗 花 青 素 合成 的 分 子 机 理 ， 本 研 
究 使 用 酵母 双 杂 交 系 统 检测 了 相关 蛋白 之 间 的 相互 作用 关系 。 我 们 构建 质粒 BD-ABIS 作 为 诱 
fH (Bait) ， 构 建 质粒 AD-MYB75，AD-MYB90，AD-MYB113，AD-MYB114，AD-TT8 以 
及 AD-TTGI1 作 为 潜在 的 互 作 猎物 Prey) 。 试 验 中 将 相关 的 诱饵 质粒 和 猎物 质粒 共 转 入 酵母 
细胞 中 ， 结 果 显示 ABI5 与 MYB75、MYB90、MYB113、MYB114、TT8 和 TTG1 在 酵母 细胞 
中 均 有 强 相互 作用 图 4) 。 为 了 进一步 验证 它们 之 间 的 互 作 关系 ， 本 研究 进一步 采用 双 分 
子 荧光 互补 实验 在 植物 体内 进行 了 检测 分 析 。 将 ABIS 与 YFP 蛋 白 的 C 端 融合 形成 ABIS-cYFP， 


将 MYB75 、MYB113 、TT8 和 TITG1 分 别 与 YFP 和 蛋白 的 N 端 融合 形成 MYB75-nYFP 、 
MYB113-nYFP、TT8-nYFP 和 TTG1-nYFP。 当 ABIS-cYFP 与 MYB75-nYFP、MYB113-nYFP、 
TT8-nYFP 或 TTG1-nYFP 被 共 转 化 到 烟草 叶片 中 时 ， 能 观察 到 强 的 YFP 荧 光 信 号 〈 图 $) 。 与 
此 对 应 的 是 ， 在 相关 的 对 照 组 实验 中 未 能 观察 到 任何 荧光 信号 (图 5〉。 实 验 表 明 ，ABI5 转 
录 因 子 能 与 花 青 素 合成 相关 的 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 蛋白 相互 作用 形成 复合 物 。 
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4 ABA 相关 的 ABIS 转录 因子 与 花 青 素 合成 相关 的 TT8、MYB75 fü TTG1 等 蛋白 在 酵 
母 中 相互 作用 


Fig.4 ABA-related ABIStranscription factor physically interacts with the anthocyanin 


synthesis-associated TT8, MYB75, and TTGI proteins in yeast 
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5 ABA 相关 的 ABIS 转录 因子 与 花 青 素 合成 相关 的 TT8、MYB75 和 TTG1 等 蛋 
物 细胞 中 相互 作用 


Fig.5 ABA-related ABIStranscription factor physically interacts with the anthocyanin 


synthesis-associated TT8, MYB75, and TTGI proteins in plant cells 


2.5 MYB75、TT8 和 TTG1 和 蛋白 与 ABIS 转 录 因 子 的 C 端 结构 域 相 互 作用 


通过 前 面 的 实验 分 析 ， 已 经 得 知 ABIS 转 录 因 子 能 与 花 青 素 合成 相关 的 MYB75、TT8 和 
TTG1 等 调节 蛋白 相互 作用 形成 复合 物 。 为 了 进一步 明确 ABIS 转 录 因 子 与 MYB75、TT8 和 
TTG1 等 调节 蛋白 相互 作用 的 氨基 酸 结构 域 ， 本 研究 将 ABI5 突 变 成 若干 区 段 ， 并 构建 成 相应 
的 诱饵 质粒 (图 6) 。 酵母 双 杂 交 实 验 发 现 , ABI5 转 录 因 子 的 C 端 278 个 氨基 酸 ( 含 保守 的 bZIP 


结构 域 〉 对 于 它 与 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 蛋白 的 相互 作用 是 必须 的 。 如 图 6 所 示 ， 当 


ABI5 转 录 因 子 缺 失 C 端 278 个 氨基 酸 时 ， 它 不 能 与 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 蛋白 相互 作用 ; 


相反 ， 当 ABIS 转 录 因 子 缺 失 N 端 164 个 氨基 酸 时 ， 它 仍然 可 以 与 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 


蛋白 的 相互 作用 。 上 述 结果 表明 , ABIS 的 C 端 氨基 酸 结 构 域 介 导 了 它 与 MYB75$、TT8 和 TTG1 
司 的 相互 作用 。 


T 


等 调节 和 蛋白 之 
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图 6 ABIS5 
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H T m bziP 


bZIP 


bZIP 


-Trp-Leu-His-Ade 
+20mmol: L-1 3-AT 


转录 因子 的 C 端 结构 域 与 花 青 素 合成 相关 的 TT8. MYB75 和 TTG1 等 蛋白 在 酵 
母 中 相互 作用 


Fig. 6 C-terminal region of ABIStranscription factor physically interacts with the anthocyanin 


synthesis-associated TT8, MYB75, and TTGI proteins in yeast 


2.6 ABIS 转 录 因 子 与 MYB7、MYB113 和 TTG1 的 N 端 以 及 TT8 的 C 端 结构 域 相 互 作用 


类 似 地 ， 本 研究 进一步 采用 酵母 双 杂 交 实 验 分 析 了 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 蛋白 与 


ABIS 转 录 因 


子 互 作 的 氨基 酸 结构 域 。 我 们 分 别 将 MYB75、MYB113、TT8 和 TTG1 等 蛋白 突 


变 为 N 端 和 C 端 ， 并 构建 成 相应 的 猎物 质粒 (图 7) 。 酵母 双 杂交 实验 发 现 , MYB7、MYB113 


和 TTG1 的 N 


端 对 于 它们 与 ABI5 转 录 因 子 的 相互 作用 是 非常 重要 的 ， 当 MYB7、MYB113 和 


TTG1 的 N 端 缺失 时 ,它们 不 能 与 ABI5 相 互 作用 (图 7) 。 相反, TT8 和 蛋白 的 C 端 对 于 它 与 ABI5 
转录 因子 的 相互 作用 是 必须 的 ， 当 TT8 的 C 端 缺失 时 ， 它 不 能 与 ABI5 相 互 作用 (图 7)。 
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Fig.7 ABlótranscription factor physically interacts with the N-terminal regions of MYB75 and 


TTGI in yeast 


3， 结 论 与 讨论 

在 ABA 核 心 信号 
化 ， 稳 定 ABA 受 体 和 PP2C 磷 酸 酶 之 间 的 相互 作用 ， 
nRK2) 的 去 阻 过 。 
通道 和 NADPH 氧 化 酶 等 


Baueretal, 2013; Yu & Xie, 2017) 


通路 中 ，ABA 结 合 PYR/PYL/RCAR 等 受 体 蛋 白 从 而 诱导 后 者 的 构象 变 


导致 PP2C 失 活 和 SNF1 相 关 和 蛋白 激酶 (S 


随后 ，SnRK2 磷 酸化 并 激活 许多 下 游 信号 组 分 ， 如 ABIS 转 录 因 子 、 离 子 
， 以 实现 非 生 物 胁迫 耐 受 (Fujii & Zhu, 2009; Park et al, 2009; 
。 此 外 ， 近 期 有 研究 显示 ABA 激 素 能 够 促进 某 些 植 


物 果 实 中 花 青 素 的 合成 和 积累 ， 从 而 影响 果实 的 品质 (Koyama etal, 2010; Jiaetal, 2011; 


Shen et al, 2014; An etal, 2018) 。 


例如 ，ABA 作 为 信号 分 子 调控 花 青 素 合成 ， 发 挥 促 i 


甜 樱桃 果实 成 熟 的 作用 (Shen et al, 2014) 。 


同样 在 葡萄 果皮 和 细胞 悬浮 系 中 ， 外 源 施加 


ABA 可 以 诱导 多 个 花 青 素 合成 结构 基因 和 调节 基因 的 表达 ， 促 进 花 青 素 的 积累 Jeong et al, 


2004; Gagné etal, 2011) 。 在 An 等 人 的 下 


活 花 青 素 生 物 合成 基因 的 表达 也 响应 ABA (An etal, 2018) . Loreti 


究 中 ， 他 们 发 现 苹果 MYB 转 录 因 子 MdMYB1 激 
等 人 发 现 ABA 可 以 增 
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强 芒 糖 诱导 拟 南 芥 中 花 青 素 的 合成 和 积累 ， 表 明 ABA 和 蔗糖 对 花 青 素 的 合成 具有 协同 激活 
作用 CLoreti et al, 2008) 。 以 上 已 有 的 少数 研究 表明 ABA 与 植物 色素 或 果皮 颜色 等 存在 内 
在 联系 ， 但 ABA 调 控 拟 南 芥 花 青 素 合 成 的 生物 学 功能 和 分 子 机 理 仍 有 待 深入 研究 。 

本 研究 以 拟 南 草 为 实验 材料 ， 通 过 遗传 学 和 分 子 生物 学 相关 的 实验 方法 探究 了 ABA 对 
拟 南 芥 幼苗 花 青 素 的 诱导 作用 。 研 究 发 现 ABA 处 理 能 促进 拟 南 芥 野 生 型 幼苗 花 青 素 的 积累 
(AIA) ， 花 青 素 含 量 测 定 结果 也 验证 了 同样 的 结论 《〈 图 1B) 。 通 过 分 析 相 关 基 因 的 表达 
情况 ， 实 验 结果 表明 在 ABA 处 理 的 野生 型 植物 中 ，C4 太 、DFR、LODX 和 UF3GT 等 花 青 素 结 


构 基 因 的 表达 显著 增加 ， 并 且 随 着 ABA 浓 度 增 加 明正 相关 关系 “图 2) 。 除 此 之 外 ，MYB75、 


MYB90、TTS8、GL3、EGL3、7TTG1、TT2 和 HY5 等 调节 基因 的 表达 水 平 也 受 ABA 的 诱导 (图 
2) 。 上 述 实验 结果 说 明 ，ABA 激 素 能 够 通过 上 调 花 青 素 合成 相关 基因 的 表达 水 平 来 诱导 拟 
南 芥 幼苗 中 花 青 素 的 合成 。 本 研究 进一步 对 花 青 素 合 成 相关 的 突变 体 植物 , 如 myb-RNAi、 tt8 
和 pap1-D， 进 行 了 外 源 ABA 激 素 处 理 。 表 型 分 析 发 现 ， 突 变 体 植株 myb-RNAi 和 tt8 的 花 青 素 
含量 明显 比 野生 型 植物 低 ， 而 pap1-D 植 株 的 花 青 素 含量 显著 高 于 野生 型 植物 中 的 (图 3〉。 
与 此 相 一 致 的 是 ， 在 ABA 处理 的 情况 下 ，DFR、LODX 和 UF3GT 等 结构 基因 在 突变 体 植株 
myb-RNAi1 和 1t18 中 的 相对 表达 量 明显 较 在 野生 型 植物 低 ， 而 在 pap1-D 植 株 中 的 相对 表达 量 明 
显 较 在 野生 型 植物 高 〈 图 3D) 。 综 上 所 述 ， 本 研究 认为 ABA 激 素 诱导 拟 南 芥 幼苗 中 花 青 素 


的 合成 可 能 需要 MYB75 和 TT8 等 调节 和 蛋 


ABIS 转 录 因 子 是 植物 ABA 信 和 号 转 导 途径 中 的 关键 转录 因子 之 一 ， 参 与 调控 植物 种 子 萌 


发 以 及 幼苗 生长 等 生理 过 程 (Finkelstein，2006; Pan etal, 2018) 。 还 可 通过 与 其 他 和 蛋 


白 相 互 作用 介 导 不 同 信号 途径 之 间 的 交互 作用 CYuetal, 2015) 。 那 么 ABA 是 否 通 过 ABI5 
与 花 青 素 合成 调控 因子 (如 MYB75、TT8 和 TTG1 等 ) 之 间 发 生 相 互 作用 ， 从 而 影响 花 青 素 


的 生物 合成 呢 ? 通过 实验 研究 发 现 ，ABIS 转 录 因 子 确实 能 与 花 青 素 合成 相关 的 重要 调节 和 蛋 


= 
fe = 
— 

9 
C) 


白 相 互 作用 , 如 MYB 类 的 MYB75、MYB90、MYB13 和 MYB114, bHLH 类 的 TT8, 以 及 WD40 
类 的 TTG1 (图 4 和 5) 。 我 们 还 进行 了 分 段 实验 验证 了 ABI5 与 花 青 素 合成 相关 调节 和 蛋白 发 生 
相互 作用 的 有 具体 氨基 酸 结构 域 。 实 验 结果 表明 ，ABI5 转 录 因 子 的 C 端 278 个 氨基 酸 〈 含 保守 


的 bZIP 结 构 域 ) 对 于 它 与 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 和 蛋白 的 相互 作用 是 非常 重要 的 。 如 图 6 


所 示 ， 当 ABI5 转 录 因 子 缺 失 C 端 278 个 氨基 酸 时 ， 它 不 能 与 MYB75、TT8 和 TTG1 等 调节 和 蛋白 


相互 作用 。 类 似 地 ， 本 研究 进一步 明确 了 ABI5 转 录 因 子 与 MYB75，MYB113 和 TTG1 的 N 端 


以 及 TT8 的 C 端 相互 作用 。 基 于 以 上 实验 结果 ， 本 研究 认为 ABA 信 号 途径 中 的 bZIP 类 转录 因 


子 ABI5 能 与 花 青 合成 相关 的 MYB75、TT8 及 TTG1 等 蛋白 相互 作用 形成 复合 物 。 将 来 通过 详 


ANS 


分 析 ABIS 转 录 因 子 相 关 的 突变 体 或 高 表达 转基因 植物 有 望 进一步 明确 ABIS 转 录 因 子 调控 
花 青 素 合 成 的 功能 及 可 能 的 分 子 机 理 。 该 文 初步 揭示 了 ABA 信 号 途径 与 花 青 素 合成 之 间 的 


内 在 联系 ， 进 一 步 研究 将 揭示 ABA 诱 导 拟 南 芥 幼苗 花 青 素 合 成 的 调控 机 伟 


BH 


= 
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